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自己免疫疾患マウスに対する
光線力学的治療法の有効性
黒岩ゆかり　峰沢勝夫
　　　東京医科大学生理学第二講座
【要旨】癌治療法として開発された光線力学的治療法（photodynamic　therapy：PDT）の他疾患に対する適
応を検索する目的で，光感受「生物質mono－L－aspartyl　chlorin　e6（NPe6）と半導体レーザーによるPDTの
自己免疫疾患に対する有効性を検：討した．全身性自己免疫疾患（ヒトSLE様病態）を自然発症している
MRL／lprマウスに対し，0．5　mg／KgのNPe6を尾静脈より投与した．30分後，腹側全身性および経皮的に出
力12mW／cm2のレーザー光を総照射量20　J／cm2となるように照射した．このPDT療法を10日間にわたり
計8回施行した．治療終了24時間後，未治療の対照群との比較により治療効果を評価した．PDT治療によ
り自己反応性異型T細胞が減少し，全身のリンパ節および脾臓腫脹の軽減を認めた．また生化学的所見では
対照群において異常高値を示す抗ds－DNA抗体量，血中尿素窒素量，尿中蛋白量がPDT治療により顕著に
減少した．腎病理所見から糸球体腎炎の改善が認められた．さらにPDT治療により平均生存期間は有意に延
長した．この治療法による副作用は認められず，また正常マウスにおける免疫系への影響も認められなかっ
た．
　以上の結果から，自己免疫疾患マウスに対する光線力学的治療法は異常免疫系の改善作用並びに病態進行
抑制に寄与した可能性が示され，難治疾患である自己免疫疾患の治療法としての可能性が示唆された．
はじめに
　近年，免疫学の研究成果により一部の自己免疫疾
患ではその背景因子が見いだされている1）．しかし，
他の多くの自己免疫疾患ではその発症原因について
ほとんど解明されていない．従って臨床的には症状
改善を目的とした免疫抑制一等による薬剤療法が行
われているのが現状である．増悪と寛解を繰り返す
難治免疫疾患に対するこれら薬剤の長期使用は直接
的副作用，免疫能の低下による合併症のみならず，
さらに薬剤耐性を引き起こすことが知られてい
る2）．一部の免疫疾患に対して紫外領域の光（UV）照
射療法（Photochemotherapy）が行われており3），皮
膚Tリンパ腫，乾癬症等への有効性が報告されてい
るが，紫外線による発癌性が指摘されており4），より
副作用が少なく効果的な治療法が求められている．
　近年，紫外領域の光より生体に対し安全な可視光
領域のレーザー光と光感受性物質との併用による光
線力学的治療法（Photodynamic　therapy：PDT）が
副作用の少ない癌治療法として開発された．我々は
この治療法に着目し，自己免疫疾患への光線力学的
治療法の適応の可能性について検討した．
　癌治療におけるPDTとは癌細胞に選択的に集積
する光感受性物質がレーザー光により励起され，そ
のエネルギーにより組織内酸素が一重項酸素を発生
して殺細胞作用を発現し，腫瘍を選択的に破壊する
局所療法である5）6）．従来の制癌剤による化学療法や
外科手術に比べ副作用や侵襲性が少ない等の利点を
有する．
　光感受性物質として使用されているmono－L－
aspartyl　chlorin　e6（NPe6）は癌をはじめ動脈硬化
病巣等の自己増殖性組織に集積し，それら病変部位
を治療標的とすることが知られている7）一’9）．この薬
剤は免疫疾患の自己反応性に異常増殖するリンパ球
等に選択的集積性を示すことが予想され，異常リン
パ球を治療の標的とすると考えられる．
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　現在までに免疫疾患動物に対するPDTの有効性
についての報告は少なく，またNPe6を使用した
PDTの免疫系への影響については報告されていな
い．
　本研究ではヒト全身性エリスマトーデス様多因子
疾患を自然発症するMRL／Mp－lpr／lprマウス
（MRL／lpr）を治療対象とした．このマウスではリン
パ球系でアポトーシスが起きず，未成熟な異型T細
胞（CD4－CD8℃D3＋T細胞）がリンパ系組織で異
常増殖するため，脾および全身リンパ節が腫大する．
これに伴う異常免疫反応により抗ds－DNA抗体の
産生および免疫複合体沈着による重篤な糸球体腎炎
を発症し早期死亡する10）11）．
　本研究では病態が進行したMRL／lprマウスに対
し全身性および経皮的にPDTを施行した結果，リ
ンパ節腫脹の縮小等の明らかな病態の改善傾向が認
められたので報告する．
研究材料および方法
　1．実験動物および光感受性物質
　実験：にはMRL／Mp・J－lpr／lprマウス（雄性，18週
齢，体重42～47g，日本SLC社）のうち体表リンパ
節腫大が触診可能な個体42匹を用いて薬剤とレー
ザー併用による治療群（n＝18），薬剤投与単独群
（n＝3），レーザー照射単独群（n＝3）および未治療
の対照群（n＝18）の4群とした．正常マウスとして
Balb／cマウス（雄性，12週齢，日本SLC社）12匹
を用いて薬剤とレーザー併用による治療群（n＝6），
未治療の対照群（n＝6）の2群とした．飼育は室温
23±2℃，湿度50～60％の恒温恒湿条件下で行い，飲
料水ならびに飼料は自由摂取させた．
　光感受性物質はクロリン環のD環にアスパラギ
ン酸をアミド結合させたmono－L－aspartyl　chlorin
e6（NPe6）（明治製菓（株））を実験に使用した．凍
結乾燥粉末の薬剤を静脈注射用生理食塩水にて溶解
し投与剤とした．
　レーザ装置は上記光感受性物質励起用として開発
された半導体レーザー（松下産業機器（株））を使用
し，波長664±1nm，ファイバー先端出力12　mW／
cm2，照射面積25　cm2に設定した．
　2．全身性光線力学的治療方法
　全ての処置は東京医科大学動物実験指針に沿って
エーテルまたはネンブタール麻酔下にて行った．治
療群のマウスには0．5mg／KgのNPe6を尾静脈よ
り投与し麻酔導入後，仰臥位に固定し腹部を剃毛し
た．NPe6投与30分後，総照射量20　J／cm2となるよ
うに腹側全身性及び経皮的にレーザー照射を行っ
た．この療法を10日間にわたり計8回施行した．一
方，0．5mg／KgのNPe6投与のみを8回施行した薬
剤投与単独群，20J／cm2のレーザー照射のみを8回
施行したレーザー照射単独群および生理食塩水静脈
投与を8回施行した対照群を設置した．
　3．治療効果の評価方法
　MRL／lprマウスの主病態であるリンパ節および
脾臓の腫大，抗ds－DNA抗体産生量：，急性糸球体腎
炎に対するPDTの影響を下記の方法に基づき評価
した．
　1）　生存期間，体重並びに全身状態の比較
　MRL／lprマウスの治療群と対照群の生存期間を
32週間（マウス週齢18～50週）にわたり観察した．
また，治療開始から治療終了2週目まで体重測定と
脱水症状，下痢，運動機能等の全身状態の観察を行
い，治療群と対照群を比較した．
　2）　生化学的所見の比較
　全処置終了24時間目に採尿並びに眼窩洞静脈よ
り採血して血清を得，MRL／lprマウスの病態進行の
指標のひとつとされる抗ds－DNA抗体価，腎機能指
標である血中尿素窒素量（BUN），尿中蛋白量ならび
に肝機能指標であるGPTを下記測定法で測定し，
治療群と対照群を比較した．抗ds－DNA抗体価は放
射免疫測定法（RIA法）12），　GPTはカルメン法13），
BUNはウレアーゼ・UV法14）で測定した．尿中蛋白
量の測定にはBio－Rad社のprotein　assay法15）を
使用した．
　3）組織重量の比較
　全処置終了24時間後，採尿採血後のマウスをネン
ブタール過麻酔下で犠牲死させ，全身のリンパ節，
脾臓，肝臓並びに腎臓を摘出し，その湿重量を計測
して治療群と対照群を比較した．
　4）免疫系組織のリンパ曲論およびサブセットの
　　比較
　摘出した脾臓，リンパ節および末梢血を0．83％ト
リスー塩化アンモニウム緩衝液（pH　7．2）で溶血後，
リン酸塩緩衝溶液（PBS）でリンパ球浮遊液を作成
し，トリパンブルー染色による細胞分霊法と細胞数
計測法に基づきリンパ画数を算出し，治療群と対照
群を比較した．また，リンパ球サブセットをflow
cytometry法で検索するために下記の方法で細胞の
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染色を行った．リンパ球1x104生細胞は高濃度の抗
マウスCD32／CD16抗体（2．4　G2　Fc　block）16）で処
理し，FcγII／IIIレセプターを十分にブロッキングし
た後，FITC標識抗CD3ε抗体（145－2C11）17）抗体
とPE標識抗CD4抗体（RM　4－5）18），抗CD8a抗体
（53．63）18），抗CD45R抗体（RA3・6B2）19）を用いて染
色を行い，EPICS　XL　flow　cytometer（Coulter　K．
K．）で蛍光活性を測定し，リンパ球の表面抗原陽性
細胞率を求め治療群と対照群を比較した．
　5）　腎組織病理所見の比較
　MRL／lprマウスより摘出した腎臓を10％中性ホ
ルマリンにて固定し，パラフィン包埋後3μm切片
を作成してヘマトキシリン・エオジン（HE）染色を
した．各個体の標本から赤道面にて切断された糸球
体を光学顕微鏡で観察し，糸球体に存在する常在の
細胞および浸潤細胞等を総合した細胞数を計測して
治療群と対照群を比較した．
　4．統計学的処理
　統計学的検討は2群間にて比較し，2側Student’s
t検定によりP＜0．05を有意差ありとし，生存期間
についてはKaplann－Meier法を用いLog－Rank検
定を行った．
結 果
　自己免疫疾患マウスへのPDTの効果
　1．生存期間の比較
　MRL／lprマウスの生存曲線をFig．1に示す．対
照群（□，n＝8）の50％生存七二は22週齢を示し，
36週齢までに全例死亡した．一方，治療群（●，n＝
8）は36週齢にて87．5％生存しており，50％生存野
牛は49週齢を示し，治療群の生存期間は対照群に比
べ有意に延長した（Log－Rank　P＝0．0001）．
　2．体重，組織重量および全身状態の比較
　全処置終了24時間後の体重並びに各組織湿重量
をFig．2に示す．体重変動については対照群（n＝
10）の体重は18から20週齢にかけ上昇傾向を示し
たが，その後病態の進行に伴う全身状態の悪化によ
り体重は減少傾向を示した．治療群（n＝10）では治
療終了24時間後で対照群の体重49．8±1．7gの約
85％（42．2±3．Og）まで一時的に減少したが，その
後体重は増加し治療後2週目には対照群と同値を示
した．
　組織重量について対照群（□）と治療群（■）（各
n＝10）で比較した．対照群のマウスでは全身のリン
パ節腫大が顕著であり，その湿重量は6．55±2．3g
を示したのに対し，治療群では外観上にも明らかな
縮小傾向をみせ，その湿重量は2．84±1．Ogと顕著
に減少し，この差は明らかに有意であった（P＝
0．00）．脾臓の湿重量も対照群の1．4±0．6gに対し，
治療群では0．85±0．3gと減少を示した（P＝0．02）．
一・禔C肝臓および腎臓の湿重量は対照的と治療群で
有意差は認められなかった（p＞0．05）．
　全身状態について治療開始から治療後2週間まで
マウスを観察した結果，PDT治療による全身状態の
悪化（脱水症状，下痢，運動機能の低下）等は観察
されず，またPDTの副作用として観察される皮膚
光過敏症（発赤，浮腫等）は本実験：では認められな
かった．
　3．生化学的所見の比較
　全処置終了24時間後のMRL／lprマウスの生化
学的所見をTable　1に示す．対照群（n＝10）の血清
中抗ds－DNA抗体価（85．4±7．4　IU／ml），　BUN
（41．8±15．5mg／dl）ならびに尿中蛋白量（246．2±
24．Omg／dl）は正常マウスの各標準値に比し異常高
値を示した．治療群（n＝10）の抗ds－DNA抗体価は
14．2±12．OIU／ml，　BUNは25．8±4．1mg／dl，尿中
蛋白量は85．2±5．Omg／dlであり，対照群に比べ有
意に減少した（P＜0．05）．一方，GPTは対照群
56．0±24．91U／1，治療群59．4±21．51U／1と有意差
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Fig．　1　Effect　of　PDT　on　MRL／lpr　mice　sur－
　　vival．
The　MRL／lpr　mice　were　treated　8　sessions
of　PDT　during　10－day　period　from　age　18
weeks　（＊）．　The　survival　of　PDT－treated
mice　were　significantly　prolonged　as　compar－
ed　with　untreated　control　mice　（Log－Rank
P＝O．OOOI）．　e；PDT－treated　mice　（n＝8），
D；untreated　control　mice　（n＝8）
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は認められなかった（P＝0．36）．また，薬剤投与単
独群（n＝3）ならびにレーザー照射単独群（n＝3）
の各検査結果は対照群に対して顕著な変化を認めな
かった（p＞0．05）．
　4．免疫組織のリンパ球数の比較
　免疫組織のリンパ球数について対照群（□；n＝5）
と治療群（■；n＝5）で比較し，その結果をFig．3
に示す．脾臓（SPL）のリンパ球数は対照群で3．0±
1．7×108個／組織に対し治療群では1．4±0．5×108
個／組織を示し，対照群の約50％まで減少してい
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Fig．　2　Effect　of　PDT　on　the　weight　of　body　and
　　organs　of　MRL／lpr　mice．
　　The　weights　were　measured　at　24　hours
　　after　8　sessions　of　PDT　or　untreated　con－
　　trols．　The　spleen　and　lymph　nodes　decreased
　　in　volume　to　600／o　and　43％　of　untreated　mice，
　　respectively．　On　the　other　hand，　kidneys　and
　　liver　were　not　affected　by　PDT．　Results　are
　　indicated　means±S．D．（g）．　一；PDT－treated
　　mice　（n＝10），D；untreated　control　mice
　　（n＝　10），　＊；P〈O．05，　LN；Lymph　nodes
た．リンパ節（LNL）においても治療群のリンパ球
数は対照群（14．0±0．4×108個／組織）の約25％
（3．5±1．3×108個／組織）を示した．末梢血（PBL）
では治療群は対照群の約50％のリンパ球数を示し
た．
　5．Flow　cytometryによるりンパ球表面マーカ
　　一の検索
　MRL／lprマウスの脾臓およびリンパ節における
Tリンパ球のサブセットをflow　cytometryで検索
し，対照群と治療群を比較し，その結果をFig．4に
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Fig．3　Effect　of　PDT　on　number　of　lym－
　　phocytes　in　MRL／lpr　mice．
　　Lymp cytes　in　spleen，　lymph　nodes　and
　　peripheral　blood　were　counted　at　24　hours
　　afte 　8　sessions　of　PDT　or　untreated　con－
　　trols．　一；PDT－treated　mice　（n＝5），　D；
　　untr ated　control　mice　（n＝5），　＊　；P〈O．05，
　　SPL；spl nocytes，　LNL；lymph　nodes　lym－
　　phocytes，　PBL；peripheral　blood　lym－
　　phocyt s
Table　1　Effects　of　PDT　on　the　biochemical　parameters　of　MRL／lpr　mice．
ParametersDrug　alone　Laser　alonePDT Controlt－test
Number　of　animals
Anti－dsDNA　（IU／ml）
BUN　（mg／dl）
Proteinurea（mg／dl）
GPT　（IU／1）
　　　3
80．0±　8．7
36．7±　4．0
253．7±　9．4
44．0±　9．2
　　　3
90．0±　O．0
55．6＝ヒ12．1
248．4±16．4
57．3±17．9
　　10
14．2±12．0
25．8±　4．1
85．2±　5．0
59．4±21．5
　　　10
85．4±　7．4
41．8　±　15．5
246．2±24．0
56．0±24．9
o．oo
O．Ol
O．Ol
O．36
Four　parameters　were　measured　in　either　treated　with　drug　alone　（n　＝3），laser　alone　（n　＝
3），PDT　with　drug　and　laser　（n＝10）　and　untreated　controls　（n＝10）．Although　GPT　were
not　changed　after　treatment，　anti－DNA，　BUN，　proteinurea　in　PDT－treated　mice　signifi－
cantly　decreased　comparison　with　untreated　mice．　Each　value　indicates　mean±S．D．．
Two－tailed　Student’s　t－test　comparing　PDT－treated　mice　with　control．
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示す．この図は横軸にTリンパ球のCD3分子に結
合したFITCの蛍光強度を，縦軸にTリンパ球サブ
セットのCD4あるいはCD8分子に結合したPEの
蛍光強度を示す．すなわち，測定した1×106個のリ
ンパ球をCD4あるいはCD8とCD3について陽性
もしくは陰性のリンパ球に4分割し，各枠内の細胞
出現率をドットおよび数値（％）で示したものであ
る．正常なTリンパ球はCD3陽性かっCD4あるい
はCD8陽性であるから2枠に出現する．今回実験に
使用したMRL／1prマウスにはCD3陽性T細胞で
CD4あるいはCD8を発現しな6未成熟な異型T細
胞（CD4℃D8－CD3＋，4枠）が増殖しており，対照
群の脾臓で48．9％（5匹の平均が43．7±7．1％）リ
ンパ節で61．3％（5匹の平均が58．9±2．1％）存在
していた．一方，治療群の脾臓およびリンパ節では
それぞれ29．6％（5匹の平均が26．7±10．1％）およ
び49．0％（5匹の平均が49．8±O．7％）を示し，対照
群に比し異型T細胞（CD4　　CD8－CD3＋，4枠）の減
少が認められた．
　6．腎病理所見の比較
　対照群（n＝5）の組織標本の所見は，腎臓の間質
に炎症性の細胞浸潤が認められ（Fig．5－A，矢印），
また糸球体内では常在する細胞の増生並びに炎症性
細胞の浸潤による糸球体の腫大が観察され（Fig．5－
B），管内増殖型糸球体腎炎の病理像を呈していた．
その一糸球体内の平均細胞数は76．0±18．2個／糸
球体であった．一方，治療群（n＝5）では間質性細
胞浸潤が少なく（Fig．5－c），糸球体内の細胞数は対
照群の約50％の39．2±7．0個／糸球体まで減少し
ていた（Fig．5－D）．
7．正常マウスへのPDTの影響
免疫疾患マウスと同一条件のPDTをBalb／cマ
ウスに施行し，全処置終了24時間後に体重，組織湿
Control PDT
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Fig．　4
　　Lymphocytes　were
　　untreated　（n＝5）　mice　were　analyzed　by　flow　cytometry　after　staining
　　with　PE－conj　ugated　anti－CD　4　and　anti－CD　8　and　FITC－conjugated
　　anti－CD　3　antibody．　The　percentages　of　positively　stained　cells　is　in－
　　dicated　the　number　the　each　quadrant．　PDT　caused　a　reduction　in
　　aberrant　CD　4－CD　8－CD　3＋cells　in　comparison　with　control．
　　　Fluorescence　intensity
Lymphocytes　subsets　in　spleen　and　lymph　nodes　in　MRL／lpr　mice．
　　　　　　　obtained　from　either　PDT－treated　（n＝5）　or
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重量ならびに生化学的所見を治療群（n＝6）と対照
群（n＝6）で比較した（Table　2）．対照群の平均体
重29．0±0．9gに対し，治療群では26．5±1．4gと
減少傾向を示したが，MRL／lprマウスと同様に治療
終了後2週目までに回復を認め，その全身状態にお
いても悪化を示すような変化および副作用等は認め
られなかった．また，各組織の平均湿重量において
も対照群と治療群間に顕著な変動は認められなかっ
た（P＞0．05）．生化学的所見では抗ds－DNA抗体価
は両群の数値とも測定限界域の値を示した．GPT，
BUNおよび尿中蛋白量においては対照群と治療群
間に有意差を認めなかった（P＞0．05）．
　また，Balb／cマウスのリンパ球表面マーカーを
flow　cytometryで検索した結果をTable　3に示す．
脾臓，リンパ節，末梢血におけるリンパ離漿および
サブセットは治療群と対照群で顕著な差を認めなか
った．
考 察
癌治療法として確立した光線力学的治療法
（PDT）は近年になり，癌以外の疾患への適応に対し
幅広く研究され，その実験的研究が報告されてい
る9）20）．しかし，免疫疾患に対するPDTの有効性に
ついての報告は少ない．そこで今回，自己免疫疾患
動物モデルを用い，全身性PDTの免疫疾患への有
効性について実験的検討を行った．
　本研究に供した自己免疫疾患モデル，MRL／lprマ
ウスはヒトSLE様病態が進行している個体を選び，
その生存期間をはじめ生化学的所見はMurphyら
の研究報告10）11）に一致していた．
　1．自己免疫疾患マウスへのPDTの効果につい
　　て
　18週齢のMRL／lprマウスに対し全身性および経
皮的PDT治療を行った結果，50％生存期間が対照
群の約2倍に延長した．また，MRL／1prマウスで異
常値を示す抗ds－DNA抗体価，　BUN，尿中蛋白量は
PDT治療により顕著に減少した．このマウスの主病
態であるリンパ系組織の腫大はPDT治療で軽減
し，そのリンパ球数は有意に減少していた．さらに
flow　cytometry法にてリンパ球のサブセットを確
認した結果，末梢に大量に存在する自己反応性異型
T細胞（CD4『　CD8－CD3＋T細胞）が比較的選択的
Fig．　5　 Representative　kidney　histopathology　of　MRL／lpr　mice．
3　pt　m　sections　of　kidney　prepared　from　either　PDT－treated　（n＝5）　or　untreated　（n＝5）　mice　were
stained　by　hematoxylin－eosin．　Controls　（n＝5）　showed　marked　interstitial　and　glomerular　disease
（A　×100，　B×200）　and　treated　with　PDT　（n＝5）　showed　moderate　focal　interstitial　infiltrates　and
moderate　focal　glomerulonephritis　（C　X　100，　D　X　200）．
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Table　2Effect　of　PDT　on　the　physiological　and
biochemical　parameters　of　Balb／c　mice．
Parameters Control PDT t－test
Number　of　animals
Body　weight（g）
Spleen　（g）
Lymph　nodes（g）
Kidneys（g）
Liver　（g）
Anti－dsDNA　（IU／ml）
BUN　（mg／dl）
GPT（IU／1）
　　6
29．0　±　O．90
0．14±O．02
0．09　±　O．Ol
O．43±O．02
1．20±O．11
1．50　±　1．20
21．8±3．10
39．1±15．7
　　6
26．5±1．40
0．13　±　O．02
0．08±O．Ol
O．42　±　O．02
1．00±O．20
1．20　±　O．40
20．8±3．30
44．6　±　16．9
O．002
0．18
0．3
0．57
0．61
0．59
0．7
0．21
The　measurements　of　parameters　were　carried　out　24　hours　after　8　sessions　of　PDT　（n＝6）
or　untreated　control　（n＝　6）．　There　were　no　difference　of　those　parameters　between　PDT
and　untreated　normal　mice．
Each　value　indicates　the　mean±S．D．．　Two－tailed　Student’s　t－test　comparing　PDT－treated
mice　with　control．
Table　3　Lymphocytes　subsets　in　Balb／c　mice．
cell　number
（×　106／organ） CD　3
　percent　positive　cells
CD　4　and　CD　3　CD　8　and　CD　3　B　220
SPL
　control
　PDT
LNL
　control
　PDT
PBL
　control
　PDT
13．0±3．0
10．0＝ヒ4．0
1．8±O．8
1．8±O．9
2．4±1．1＊
2．6　±　O．9＊
38．9±1．6
35．9±2．8
75．8±6．0
80．4±5．8
16．9±2．9
18．8±2．7
26．9±O．4
24．8　±　1．2
58．8±4．9
57．7±2．4
12．7　±　O．4
13．9±3．5
11．2±2．1
11．8±O．9
21．7±1．1
23．8±3．4
6．3±O．7
6．6±1．8
53．6±O．9
56．0±2．8
21．4±4．0
18．5±5．8
74．3±2．0
67．3±3．2
Lymphocytes　were　obtained　from　either　PDT　treated　（n＝＝5）　or　untreated　（n＝5）　mice　were
counted　and　analyzed　by　flow　cytometry　after　staining　with　PE－conjugated　anti－CD　4，
anti－CD　8，　anti－B　220　and　FITC－conjugated　anti－CD　3　antibody．　Numbers　of　lymphocytes
are　indicated　by　means±S．D．　of　cells　per　organ　or　cells　per　1　ml　blood（’）．　The　other　values
indicate　the　means±S．D．　percent　of　positive　cells．　SPL　l　splenocytes，　LNL　l　lymph　nodes
lymphocytes，　PBL　l　peripheral　blood　lymphocytes
に除去されていた．
　また，腎のHE標本から組織検査を行った結果，
未治療のMRL／1prマウスでは腎糸球体内に常在す
る細胞の増生あるいは炎症性細胞の浸潤による糸球
体の腫大が認められ，管内増殖型糸球体腎炎の病理
像を呈していた．一方，PDT治療群では糸球体内の
細胞数が未治療群の50％まで減少しており，糸球体
腎炎の改善が認められた．PDT治療群の生存期間の
延長は直接的には腎不全の改善によるものと考えら
れる．PDT治療によるこれら病態の改善の主要因は
自己反応性異型T細胞の絶対数の減少であると考
えられる．この異型T細胞はB細胞分化因子
（BCDF）やマクロファージ活性化因子（Eta－1）を産
生し，これらケミカルメディエーターがさらに病態
悪化を誘因する事が知られている21）．治療により異
型T細胞が減少し，それに伴う病態増悪因子を含む
ケミカルメディエーターの減少が腎組織における炎
症反応や抗核抗体産生の抑制等の病態の改善に寄与
したと推察される．
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　2．PDTの作用メカニズムについて
　本研究結果からMRL／lprマウスに対するPDT
の作用メカニズムを考察すると，マウスの循環血液
内および表在性リンパ節内の異型T細胞に対し
NPe6が選択的に集積し，直i接的に殺細胞作用を発
現して自己反応性異型T細胞を選択的に破壊した
と考えられる．この異型T細胞は恒常的に活性化状
態で増殖，分化を繰り返すhyper　proliferativeであ
ることから，癌細胞と同様にPDTの標的細胞とな
り得ることが推察される．癌に対する本薬剤の基礎
研究とあわせると，本薬剤はこのような活性化細胞
に選択的に取り込まれることより，正常細胞との薬
剤濃度差が生じたことが選択的な殺細胞効果の要因
であると推測される．
　免疫疾患に対するPDTの作用メカニズムについ
てRatkayらも同様な報告を行っている22）．彼らは
ベンゾポルフィリンを使用した全身性PDT治療を
マウスのアジュバント誘発関節炎に施行し，関節炎
発症の抑制に有効であることを示した．その作用機
序につきマウス血液内に循環するアジュバント活性
化リンパ球の選択的破壊が関節炎の発症抑制に寄与
したと考察を加えている．
　3．正常マウスへのPDTの影響
　自己免疫疾患マウスに対し有効性を示した治療条
件にて正常Balb／cマウスにPDTを施行した結果，
全身状態をはじめ肝機能，腎機能等への障害は認め
られなかった．またPDTの副作用と考えられてい
る皮膚光過敏症は観察されなかった．さらに，免疫
系組織のリンパ品数とそのサブセットに影響は認め
られなかった．このように正常に対する影響が非常
に少ない治療法は，副作用が問題とされる免疫抑制
剤治療や紫外線照射療法による免疫療法とは大きく
異なる点である．
　4．全身性PDTについて
　本研究にて検討した全身性かつ経皮的PDTは全
身性の疾患を考慮して，レーザー照射領域を腹側全
身性に拡大し，顎下，腋窩，鼠践部等のリンパ節を
治療範囲とするよう設定した．また，治療条件は
NPe6の特性を考慮した条件の設定を行った．　NPe6
の投与量0．5mg／kgでは，投与24時間後のマウス
血中薬剤濃度がHPLC測定の測定限界域（0．25μg／
m1）まで低下していた．従ってNPe6の連日投与法
による薬剤の蓄積はなく，レーザー照射時の血中薬
剤濃度は一定（約28μg／ml）である．一方NPe6励
起用半導体レーザーは波長664nmで生体への影響
が少ない波長であり，かつ低出力，低照射量の条件
で使用した．本研究結果のMRL／1prマウスの薬剤
投与単独愚ならびにレーザー照射単独群には何等影
響は認められず，さらに両者併用によるPDT治療
群においても全身状態の悪化や皮膚光過敏症等の副
作用は認められていない．
　5．免疫療法との比較について
　MRL／1prマウスを対象とした各免疫療法の有効
性が報告されている．
　1）免疫抑制剤との比較
　Mountzらの報告23）では6～12週齢のMRL／lpr
マウスにサイクロスポリンA投与による免疫療法
を行った結果，リンパ節腫脹の抑制，異型T細胞の
減少，腎炎発症の抑制，延命作用等の効果が報告さ
れている．しかし，血清中抗ds－DNA抗体価，リウ
マチ因子（RF），免疫複合体量に対する有効性は認め
られていない．また，新しい免疫抑制剤である
FK506のMRL／lprマウスへの有効性は血清中払
ds－DNA抗体産生の抑制，腎炎発症の抑制により延
命作用を示したが，リンパ節腫脹や異型T細胞に対
する効果は認められていない24）．免疫疾患動物に対
する免疫抑制剤の治療実験：は，MRL／lprマウスの病
態の発症以前において薬剤の長期投与を施行してお
り，病態の発症抑制に対する有効性についての報告
であり，病態進行後にもこれら薬剤療法が有効であ
るかは不明である．実際の臨床では組織的異常等の
病態進行後に治療を施行するのが現状であることを
考慮すると，本実験で行ったPDT治療は病態が進
行した時点の治療において有効性を示す点が従来の
免疫療法と大きく異なる．
　2）　PhotochemotherapyとPI）T
　紫外線照射療法（Photochemotherapy）は皮膚の
免疫学的機能を変化させうることから皮膚の免疫疾
患に対し有効性が報告されているが，紫外線の組織
透過性は低く，その治療深度には限度がある．また，
発癌性等の副作用も懸念される．近年になりUV－A
照射と薬剤（Psoralen）との併用による光化学療法
を体外循環的に行う“Photopheresis”が臨床にて
確立された．この治療法は体外にて紫外線を照射す
るため生体への影響が少なく，全身性エリスマトー
デスをはじめ，強皮症，慢性関節リウマチ，乾癬症，
皮膚Tリンパ腫，悪性増殖性天庖瘡等の免疫疾患の
改善及び軽減，さらには心移植時の拒絶反応，
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GVHDの抑制等広範囲な疾患に対し高い有効性が
報告されている25）～27）．
　本実験のPDTは上記“Photopheresis”への外挿
が可能であると思われる．薬剤にNPe6を用い，
UV－A照射のかわりに長波長かつ低出力で生体に対
しより安全な半導体レーザーを使用すれば，体外循
環療法として臨床の治療に十分有効であると推察さ
れる．
　以上の結果からNPe6と半導体レーザーによる
PDTは自己免疫疾患の治療法としての可能性が示
された．また，正常組織への影響が少ないことから，
臨床応用に対し十分に可能性があることが示唆され
た．
結 論
　Mono－L－aspartyl　chlorin　e6と波長664　nmの半
導体レーザーによる全身性光線力学的治療法の免疫
疾患モデルマウスに対する有効性について検討し
た．その結果，自己反応性リンパ球の減少，全身リ
ンパ節腫脹の軽減，抗核抗体の減少，さらに致命的
な糸球体腎炎の改善をもたらし，その生存期間は有
意に延長した．また，正常マウスへの影響もなく，
この治療法による有害な副作用は認められなかっ
た．
　以上の結果から光線力学的治療法は難治疾患とさ
れる免疫疾患の治療法としての可能性が示唆され
た．
　なお本論文の要旨は，第25回日本免疫学会総会・
学術集会にて報告した．
　謝辞：稿を終えるにあたり，ご協力いただいた
第二生理学教室の内野善生主任教授を含む諸先生方
に感謝申し上げます．このほか，技術的な教唆をい
ただきましたCoulter社，長坂安彦氏に感謝いたし
ます．
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Photodynamic　Therapy　with　Mono－L－aspartyl　Chlorin　e6　for　Systemic　Autoimmune
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Disease　in　MRL／lpr　Mice
Yukari　KUROIWA　and　Katsuo　AIZAWA
Department　of　Physiology，　Tokyo　Medical　College
　　Photodynamic　therapy　（PDT）　is　a　means　of　treatment　of　tumors　with　visible　light　and　photosensitizers，
such　as　mono－L－aspartyl　chlorin　e6　（NPe6）．　The　potential　of　transcutaneous　PDT　using　NPe6　has　also
been　investigated　to　determine　its　effectiveness　in　treatment　of　autoimmune　disorders　in　MRL／lpr　mice．
　　The　MRL－Mp／lpr－lpr　（MRL／lpr）　mouse　spontaneously　develops　a　systemic　autoimmune　disease　that
resembles　human　SLE．　The　disease　is　characterized　by　lymphadenopathy　and　the　accumulation　of
autoreactive　atypical　T　lymphocytes，　autoantibody　formation，　finally　immune－complex　induced　glomer－
ulonephritis　and　then　premature　death．
　　A丘er　confbrming　that　the　l8－weeks－old　MRL／lpr　mice　had　developed　the　autoimmune　disease
resembling　human　SLE，　they　were　given　O．5　mg／kg　of　NPe6　and　30　minutes　later　transcutaneous
irradiation　with　20　J／cm2　664　nm　diode　laser　light．　Effects　of　PDT　were　evaluated　by　biochemical　and
histopathological　examination　after　8　sessions　of　PDT　during　a　l　O－day　period．　The　MRL／lpr　mice
already　had　massively　enlarged　lymph　node　huyperplasia　and　splenomegaly　and　developed　fatal　renal
disease．　ln　the　treated　mice，　the　weight　and　cell　number　of　lymph　nodes　markedly　decreased，　resulting
in　the　reduction　of　autoreactive　atypical　T　lymphocytes．　The　serum　levels　of　anti－double　stranded　DNA，
blood　urea　nitrogen　and　proteinurea　in　treated　mice　markedly　decreased　in　comparison　with　control　mice，
whereas　drug　alone　and　laser　alone　were　less　effective．　Moreover，　the　amelioration　of　the　glomerulone－
phritis　by　PDT　was　demonstrated　histologically．　PDT－treated　mice　survived　twice　longer　than　control
mice．　On　the　other　hand，　no　apparent　side　effects　such　as　skin　photosensitivity　were　observed　in　PDT
mice．　ln　the　control　normal　Ballb／c　mice　receiving　the　same　treatment，　the　results　for　each　parameter
were　similar　to　those　in　untreated　controls．　These　results　suggest　that　transcutaneous　PDT　using　NPe6
have　beneficial　effects　on　systemic　autoimmune　disease　MRL／lpr　mice　without　deleterious　side　effects．
＜Key　words＞Photodynamic　therapy（PDT），　Mono－L・aspartyl　chlorin　e6（NPe6），　MRL／Mp－lpr／lpr
　　　　　　　　　　　　mouse，　Autoimmune　disease．
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